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0 Wundinduzierbare und kartoffeiknotlenspezifische trans kriptlonale Regulation. 



@ Es wird eine neue DNA-Sequenz einer 
Expression s-Kassette auf der die regufatorischen Re- 
gionen fUr die wundinduzierbare transkriptionale Re- 
gulation im Stengel und in BIMttern sowie fQr die 
konstitutive transkriptionale Regulation In der Kartof- 
felknolle lokalisiert sind, sowie die Obertragung die- 
ser in Vektoren enthaltenen DNA-Sequenz in das 
pflanzliche Genonn, unter Verwendung von Agrobak- 
terium tumefaciens als Transfer-Mlkroorganismus, 
beschrieben. Die Qbertragene DNA-Sequenz sorgt 
^sowohl fOr die Regulierung endogener Produkte als 
^auch fur die Herstellung heterotoger Produkte. Die 
Methode findet besondere Verwendung in Verbin- 
gl^dung mit der Expression schadlingsresistenter Gene 
O'n Blattern, Stengein und Knollen nach einer Verwen- 
l^dung und fOr die Produktion nOtzlicher Proteine in 
|s« Kartoffelknollen. 
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Wundinduzierbar und kartoffelknoll nspezifische transkiiptfonale Regulation 



Oi vorliegende Erfindung betrifft eine neue 
DNA-Sequenz einer Expressions-Kassette, auf der 
die regulatorischen Regionen fur die wundinduzier- 
bare transkriptionale Regulation im Stengel und In 
Btattem sowie fOr die konstrtutive transkriptionale 
Regulation in der Kartoffelknolle lokallsiert sind, so- 
wie die Obertragung dieser in Vektoren enthaltenen 
DNA-Sequenz in das pflanzliche Genom, unter Ver- 
wendung von Agrobakterien als Transfer-Mikroor- 
ganismen. Die ubertragene DNA-Sequenz sorgt so- 
wohl fur die Regulierung endogener Produkte als 
auch fur die Herstellung heterologer Produkte. He- 
terologe Produkte konnen z.B. toxisclie Proteine 
sein. die zur Abwehr von Pflanzenschadlingen ver- 
wendet werden konnen. 

Bedingt durch den kontinuierlich steigenden 
Nahrungsmittel- und Rohstoffbedarf, der aus der 
standig wachsenden Weltbevolkerung resultiert. 
wird es in zunelimendem Made Aufgabe der bio- 
technologisciien Forschung, sich wegen der langfri- 
stig abzusehenden sich verkleinernden Anbaufla- 
clien urn die Stelgerung des Ertrages von Nutz- 
pflanzen und deren Inhaltsstoffe zu bemuhen. Eine 
Stelgerung des Ertrages kann u.a. dadurch erreicht 
werden, 6a{i die Resistenz von Nutzpflanzen gegen 
Pflanzenscliadlinge und Pflanzenkrankheiten 
und/oder ungunstige Bodenverhaltnisse verstarkt 
wird. Eine Verstarkung der Resistenz konnte z.B. 
dadurch erreicht werden, dai3 die Pflanzen induziert 
und zu einer vermehrten Bildung von Schutzstoffen 
veran!aJ5t werden. Hierzu mufl der Metabolismus 
der Pflanze manipuliert werden. Dies kann u.a. 
durch die Veranderung der im Zeilkern enthaltenen 
Desoxyribonukleinsaure (DNA) hervorgerufen wer- 
den. Oft ware es wunschenswert, in den DNA- 
Abschnitten. die fur die Transkription in einem oder 
mehreren Teilbereichen der Pflanze Oder wahrend 
eines bestimmten Zeitabschnitts im Pflanzen- 
wachstumszylkus verantwortlich sind. einzugreifen. 
Daher besteht ein gropes Interesse an der Indentifi- 
zierung der ftlr die Transkription oder Expression 
endogener Pflanzenprodukte verantwortlichen DNA- 
Sequenzen im Pflanzengenom. Urn derartige DNA- 
Sequenzen herauszufinden, mufl man zunachst 
nach. Produkten suchen. die zu einer bestimmten 
Zeit im Zellwachstumszyklus oder in einem be- 
stimmten Teil der Pflanze erscheinen. Hat man die 
dazugehorenden Gene identifiziert und isoliert, ist 
eine grundliche Untersuchung der Sequenz und vor 
allem die Identifizierung und Isolierung der ge- 
wunschten transkriptionalen regulatorischen R gio- 
nen erforderlich. Anschlie/3end mQssen geeignete 
Modelle erstellt w rden, der n Funktlonen durch 
Versuche nachgewiesen werden mussen. Die Id n- 
tiftzierung derartiger DNA-Sequenzen ist eine her- 



ausfordemde Forschungsaufgabe, die mit betracht- 
lichen IrrtOmern und UngewiiSheiten behaftet ist. Es 
besteht in immer groflerem MaiJe ein Interess an 
der Moglichkeit. Pflanzen genetisch zu modifizie- 
5 ren, was die damit verbundenen Aufwendungen 
und BemUhungen, die mit der Identifizierung trans- 
kriptionaler Sequenzen und ihrer Manipulation zu 
bestimmten Nutzungen verbunden sind. rechtferti- 
gen. Es sind bereits Verfahren zur genetischen 
70 Modifikation dikotyler und monokotyler Pflanzen 
bekannt (EP 267 159), sowie die folgenden Pubti- 
kationen von Crouch et al., In: Molecular Form and 
Function of the Plant Genome, eds. Van VIot n- 
Doting, Groot and Hall, Plenum Publishing Corp. 
75 1985, pp 555-566: Crouch and Sussex, Planta 
(1981) 153:64-74; Crouch et al.. J. MoL Appl. Genet 
(1983) 2:273-283; und Simon et al., Plant Molecular 
Biology (1985) 5: 191-201. in denen verschiedene 
Formen von Speicherproteinen in Brassica napus 
20 beschrieben werden und von Beachy et al.. EMBO 
J. (1985) 4:3047-3053; Sengupta-Gopalan et al., 
Proc. Natl. Acad. Set. USA (1985) 82:3320-3324; 
Greenwood and Chrispeels, Plant Physiol. (1985) 
79:65-71 and Chen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
25 USA (1986) 83:8560-8564 in denen Untersuchun- 
gen, die sich mit Samenspeicherproteinen und ge- 
netischer Manipulation befassen. beschrieben wer- 
den und von Eckes et al., Mol. Gen. Genet. (1986) 
205: 14-22 and Ruhr et al., Science (1986) 
30 232:1106-1112, die die genetische Manipulation 
lichtinduzierter Pftanzengene beschreiben. 

Es wird nun eine DNA-Sequenz einer 
Expressions-Kassette zur VerfOgung gestellt, auf 
der die regulatorischen Regionen ftlr die wundindu- 
35 zierbare transkriptionale Regulation im Stengel und 
in Slattern sowie fGr die konstitutive transkriptionale 
Regulation in der Kartoffelknolle lokallsiert sind und 
die in Vektoren in das pflanzliche Genom, unter 
Verwendung von Agrobacterium tumefaciens als 
40 Transfer-Mikroorganismus Obertragen werden kann. 
Die DNA-Sequenz enthSlt die Sequenz der regula- 
torischen transkriptionalen Starter-Region fiir die 
Wandinduktion und die Knollenspezifitat. Dieser 
Sequenz der Starter-Region kann eine Sequenz 
45 nachgeschaltet werden, die die Information fur die 
Modifikation des Phanotyps der betreffenden Zell- 
gewebe und die Bildung sowie mengenmaiSige 
Verteilung endogener Produkte oder die Bildung 
heterogener Expressionsprodukte fGr eine neue 
50 Funktion enthalt. ZweckmaiSiger Weise sollten die 
Transkriptions- und Terminations-R gionen in 
Transkriptions-Richtung durch einen Linker oder 
Polylinker, der ine oder mehrere Restriktionsstel- 
len fur die Insertion dieser Sequenz enthalt, verse- 
hen werden. 

2 
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In der Regel hat der Linker 1 bis 10. m istens 
1 bis 8. vorzugswelse 2 bis 6 R striktionsst lien. 
Im allgenneinen hat der Linker eine GroBe von 
weniger als 100 bp. hMufig weniger als 60 bp. 
mindestens jedoch 5 bp. Der transkriptionale Start- 
bereich kann sowohl nativ bzw. homolg als auch 
fremdartig bzw. heterolog zur Wirtspflanz s In. 
Von besonderem Interesse sind die transkriptiona- 
len Startregionen, die mit dem Kartoffel (Solanum 
tuberosum)-Proteinase-lnhibitor ll-Gen assoziiert 
sind, das wahrend der gesamten Kartoffelknollen- 
entwicklung von der Stolonenbildung bis zur reifen 
Knolle exprimiert wird. Die Expression des 
Proteinase-lnhibitor I!-Gens kann vor einer Verlet- 
zung (z.B. durch fressende Insekten). die die Ex- 
pression des Proteinase-lnhibitor ll-Gens in Slattern 
und Stengein induziert, in anderen Pflanzenteilen 
nicht nachgewiesen werden. Diese wundinduzlerba- 
re Expression ist nicht nur auf verletzte Teile der 
Pflanze begrenzt. Bne systemische Induktion fuhrt 
zu einer Akkumulation von Proteinase-lnhibitor II, 
sowohl in verwundeten als auch in intakten Teilen 
der verwundeten Pflanze. Die Transkriptions-Kas- 
sette beinhaltet in der S -3 Transkriptionsrichtung 
eine fUr die Pflanze representative Region fur die 
Transkription und die Translation, eine beliebige 
Sequenz und eine Region fur die transkriptionale 
und transtationaie Terrnination. Der venvendete 
Terminationsbereich ist ein Homologes des betei- 
ligten broteinase-lnhibitor Il-Gens. Wenn ein Sub- 
fragment der broteinase-lnhlbitor II Gen- Regulator- 
Region zu einem heterologen Promoter fusioniert 
ist, scheint der Terminationsbereich auztauschbar 
zu sein. Die DNA-Sequenz darf alle moglichen 
offenen Leseraster fur ein beliebiges Peptid als 
auch ein oder mehrere Introns enthaiten. Als Bei- 
spiel seien genannt Sequenzen fur Enzyme; Se- 
quenzen, die komplementar a) zu einer Genomse- 
quenz sind, wobei die Genomsequenz ein offener 
Leseraster sein darf; b) zu einem Intron; c) zu einer 
nicht kodierenden Leitsequenz; d) zu jeder Se- 
quenz, die durch Komplementaritat die Transkrip- 
tion. mRNA-Verarbeitungen, {z.B. Splicing) oder die 
Translation inhibiert. Die gewunschte DNA-Sequenz 
kann synthetisch hergestellt oder naturlich gewon- 
nen sein oder eine Mischung aus synthetischen 
und natOrlichen DNA-Bestandteilen enthaiten. Im 
allgemeinen wird eine Synthetische DNA-Sequenz 
mit Codons erzeugt, die von Pflanzen bevorzugt 
werden. Diese von Pflanzen bevorzugten Codons 
konnen aus Codons mit der hochsten Proteinhau- 
figkeit bestimmt werden, die in den meisten inter- 
essanten Pftanzenspezies exprimiert werden. Bei 
der Preparation der Transkriptions-Kassette konnen 
die verschiedenen DNA-Fragmente manipuliert 
werden, um eine DNA-Sequenz zu erhatten. di 
zweckmafliger Weis in der korrekten Richtung 
liest und die mit einem korrekten Leseraster ausge- 



statt t ist. Fur di Verbindungen d r DNA-Frag- 
m nt untereinander konn n an d n Fragmenten- 
den Adapter oder Linker eing setzt werd n. Fern r 
konn n Manipulation n, die pass nde R striktions- 

5 stelten b reitstellen oder die uberflUssig DNA 
Oder Restriktionsstellen entfemen, eingesetzt wer- 
den. Wo Insertionen. Del tionen od r Substitutio- 
nen, wie z.B. Transitionen und Transversionen in 
Frage komnaen, konnen in vitro Mutagenese, Pri- 

10 merrepair. Restriktion Oder Ligation verwendet wer- 
den. 

Bei geeigneten Manlpulationen, wie z.B. Re- 
striktion. "chewing-back" Oder AuffUllen von Ober- 
hangen fur "blunt-ends" konnen komplem ntare 

J5 Enden der Fragmente fGr die Zusammenfugung 
und Ligation zur Verfugung gestellt werden. Zur 
Durchfuhrung der verschiedenen Stufen ist fur eine 
VergroiSerung der DNA-Menge und fur die DNA- 
Anatyse, die der Sicherstellung der erwarteten Er- 

20 folge der Eingriffe dient. eine Klonierung rforder- 
lich. 

Es ist eine groi3e Anzahl Klonierungsvektor n 
verfQgbar. die ein Replikationssystem in E.coli und 
einen Marker, der eine Selektion der tranformierten 

25 Zellen eriaubt, beinhalten. Die Vektoren b inhalten 
z.B. pBR 332. pUC-Serien, Ml 3 mp-Serien, pACYC 
184 usw. Dementsprechend kann die Sequenz an 
einer passenden Restriktionsstelle in den Vektor 
eingefugt werden. Das erhaltene Plasmid wird fur 

30 die Transformation in E.coli verwendet. Die E.coli 
Zellen werden in einem geeigneten Nahrmedium 
gezOchtet. anschlieflend geerntet und lysiert. Das 
Plasmid wird wiedergewonnen. A!s Analysenmetho- 
den werden im allgemeinen eine Sequenzanalyse, 

35 eine Restriktionsanalyse, Elektrophoresen und wei- 
tere biochemisch-molekularbiologische Methoden 
durchgefuhrt. Nach jeder Manipulation kann die 
verwendete DNA-Sequenz restriktioniert und mit 
der nachsten DNA-Sequenz verbunden w rden. 

40 Jede Piasmid-Sequenz kann in den gleichen oder 
anderen Plasmiden kloniert werden. Je nach Ein- 
fuhrungsmethode gewOnschter Gene in die Pflanze 
konnen weitere DNA-Sequenzen erforderlich s in. 
Werden z.B. fur die Transformation das Ti- oder 

45 Ri-Plasmid der Pflanzenzelle venftrendet. so mu0 
mindestens die rechte Begrenzung, haufig jedoch 
die rechte und die linke Begrenzung der Ti- und 
Ri-Plasmid T-DNA. als Flankenbereich der einzu- 
fOhrenden Gene, verbunden werden. Die Verwen- 

50 dung von T-DNA fur die Transformation von Pflan- 
zenzellen ist intensiv untersucht und ausreichend in 
EP 120 516; Hoekema, In: The Binary Plant Vector 
System Offset-drukkerij Kanters B.V.. Alblasser- 
dam, 1985. Chapter V; Fraley, et al.. Crit. Rev. 

55 Plant Sci.. 4:1-46 und An et al., EMBO J. (1985) 
4:277-284 beschrieben worden. 

Ist die ingefuhrte DNA erst einmal im Genom 
integri rt, so ist sie dort auch relativ stabil und 
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springt in d r Regel nicht mehr heraus. Si enthalt 
normalerweis einen Selektionsmarker, der den 
transformierten Pflanzenzellen Resistenz gegen- 
uber inenn Biozid Oder einem Antibiotil<um wie 
Kanamycin, G 418, Bleomycin, Hygromycin od r 
Chloramphenicol u.a. vermittelt. Der individuell ver- 
wendete Marker sollte daher die Selektion transfer- 
mierter Zellen gegenuber Zellen, denen die einge- 
fugte DNA fehlt. gestatten. 

Fur die Einfiihrung von DNA in eine pflanzliche 
Wirtszellen stehen eine Vielzahl von Techniken zur 
VerfOgung. Diese Techniken umfassen die Trans- 
formation mit T-DNA unter Verwendung von Agro- 
bacterium tumefaciens oder Agrobacterium rhizo- 
genes als Transformationsmittel, die Fusion, die 
Injektion oder die Elektroporation sowie weitere 
Moglichkelten. Werden fur die Transformation 
Agrobakterien verwendet, mufl die einzufuhrende 
DNA In spezielle Plasmide kloniert werden und 
zwar entweder in einen intermedlaren Vektor oder 
einen binaren Vektor. Die intermediaren Vektoren 
konnen aufgrund von Sequenzen, die homolog zu 
Sequenzen in der T-DNA sind, durch homologe 
Rekombination in das Tt-oder Ri-Plasmid integriert 
werden. Dieses enthalt auflerdem die fOr den 
Transfer der T-DNA notwendige Vir-Region. Inter- 
medlare Vektoren konnen sich nicht in Agrobakte- 
rien replizieren. Mittels eines Helferplasmids kann 
der intermedlare Vektor auf Agrobacterium tumefa- 
ciens (ibertragen werden (Konjugation). Binare Vek- 
toren konnen sich in Exoii als auch in Agrobakte- 
rien replizieren. Sie enthalten ein Selektionsmarker- 
Gen und einen Linker oder Polylinker. welche von 
der rechten und linken T-DNA Grenzregion einge- 
rahmt werden. Sie konnen direkt in die Agrobak 
terien transformiert werden (Holsters et al., Mol. 
Gen. Genet. (1978), 163:181-187). Das als Wlrtszel- 
le dienende Agrobakterlum soil ein Plasmid, das 
die Vir-Region tragt, welche fur den Transfer der T- 
DNA in die Pflanzenzelle notwendig ist, enthalten, 
wobei zusatzliche T-DNA enthalten sein kann. Das 
so transform ierte Bakterium wird zur Transforma- 
tion von Pflanzenzellen benutzt. Fur den Transfer 
der DNA in die Pflanzenzelle konnen Pflanzen- 
Explanate zweckmafliger Weise mIt Agrobacterium 
tumefaciens oder Agrobacterium rhizogenes kulti- 
viert werden. Aus dem infizierten Pflanzenmaterial 
(z.B. Blattstucke, Stengelsegmente. Wurzeln. aber 
auch Protoplasten oder Suspensions-kultivierte Zel- 
len) konnen dann in einem geeigneten medium, 
welches Antibiotika Oder Biozide zur Selektion ent- 
halten kann, wieder ganze Pflanzen regeneriert 
werden, die dann auf die Anwesenheit der einge- 
fiihrten DNA getestet werden konnen, Bei der In- 
jektion und Elektroporation sind keine spezieilen 
Anforderungen an die Plasmide gestellt. es konnen 
einfache Plasmide, wie z.B. pUC-Derivate, benutzt 
werden. FOr die ©nfOhrung fremder Gene in die 



Pflanzen steht eine Vielzahl von Moglichk iten of- 
f n, besonders Interessant ist jedoch die Expres- 
sion Schadlingsresistenz-vermittelender Gene, die 
nach einer Verwundung der Pflanze zu ©Iner redu- 
5 zierten Nahrstoffqualitat der Pflanze fUr Schadli.nge 
Oder fUr eine Schadlingstoxizitat sorgen. Dadurch 
wird ein ubermafliger Insektenfrafl venmieden, was 
zu einem hoheren Ernteertrag fuhrt. Die entspre- 
chenden Gene konnen Toxin-Gene sein, die z.B. 
10 fGr B. thuringiensis 5-Endotoxin kodieren oder Gen 
sein, die fiir Insektenhormone, die zu einem 
Wachstumswechsel von Insektenlarven fUhren (z.B. 
Ekdyson), kodieren. 

Alternativ konnen Gene fiir verschiedensten 
75 Ausgangsprodukte. einschliefllich Saugerprodukte, 
wie z.B. Blutfaktoren; Lymphokine; Koloniestimula- 
tionsfaktoren; Interferone; Plasminogen-Aktivatoren; 
Enzyme, wie z.B, Superoxid-Dismutase oder Chy- 
mosin; Hormone; Thioesterase-2 aus Rattenmilch; 
20 Phospholipid-Acyl-Desaturase, die an der Synthese 
von Cicosapentaenoia-Saure beteiligt ist oder 
Human-Serum-'Albumin, verwendet werden. Eine 
weitere Moglichkeit ist die Erhohung der Meng an 
Knollenproteinen, insbesondere mutierte Knollen- 
25 proteine, die eine optim ierte Aminosaurezusam- 
mensetzung (essentielle Aminosauren) aufweisen, 
und auf diese Weise den Nahnrt^ert der* Knollen 
steigern konnen. Soil die Menge bestimmter endo- 
gener Produkte venringert werden, ist auflerdem die 
30 Expression der Gene oder von Teilen dieser G n 
in falscher Orientierung zum Promoter denkbar, 
was zur Synthese einer RNA fUhrt, die komplemen- 
tar zu einem gesamten oder zu Teilen eines endo- 
genen Gens ist und dadurch die Transkription di - 
35 ses Gens oder die Prozessierung und/oder Transla- 
tion der endogenen mRNA hemmen kann. 

Die transformierten Zellen wachsen innerhalb 
der Pflanzen In der Oblichen Weise (sieh© auch 
McCormick et al.. Plant Cell Reports (1986) 5. 81- 
40 84). Diese Pflanzen konnen normal angezogen 
werden und mit Pflanzen, die die gleiche transfor- 
mierte Erbantage oder andere Erbanlagen besitz- 
ten, gekreuzt werden. Die daraus entstehenden hy- 
briden Individuen haben die entsprechenden pha- 
45 notypischen Eigenschaften. Es soilten zwei oder 
mehrere Generationen angezogen werden, um si- 
cherzustellen, dai3 das phanotypische Merkmal sta- 
bil beibehalten und vererbt wird. Auch soilten Sa- 
men geerntet werden. um sicherzustellen, 6ali der 
so entsprechende Phanotyp oder andere Eigenerten 
enthalten sind. Als Wirtspflanze fur die wundindu- 
zierbare Expression kann jede Pflanzenart, die von 
wirtschaftlichem Interesse ist, verwendet werden. 
FUr die knollenspezifische Expression ist Solanum 
55 tuberosum geeign t. 

.Die Identifizierung brauchbarer transkriptionaler 
Startber ich kann auf einer Vielzahl von Wegen 
erreicht werden. Man bedient sich hier in der R gel 
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der mRNAs, die aus bestimmten Teilen der Pflanze 
(Knolle) Oder wahr nd bestimmter Zustande der 
Pflanze (nicht-verwundet / v rwundet) isoliert wor- 
den sind. Fur die zusatzliche Konzentrationssteige- 
rung d r spezifisch an das G webe Oder den 
pflanzlichen Zustand assozii rten mRNA kann 
cONA prapariert werden, wobei unspezifische 
cDNA an der mRNA oder der cDNA aus anderen 
Geweben oder Pflanzenzustanden (z.B. verwundet / 
nicht verwundet) abgezogen werden kann. Die rest- 
liche cDNA kann dann fOr die Sondierung des 
Genoms der Komplementarsequenzen, unter Be- 
nutzung einer geeigneten Pflanzen-DNA-Bibliothek 
verwendet werden. Wo das Protein isoliert ist oder 
Isoliert wird. kann es partiell sequenziert werden, 
so da^ eine Sonde zur direkten Identifizierung der 
entspreclienden Sequenzen in einer Pflanzen-DNA- 
Bibliothek liergestellt werden kann. Anschliei3end 
konnen die Sequenzen. die mit der Sonde hybri- 
disieren, Isoiiert und manipuliert werden. Ferner 
kann dr nicht translatierte 5 -Bereich, der mit dem 
kodierenden Bereich assoziiert ist, isoliert und in 
Expressions-Kassetten fur die Identifizierung der 
transkriptionalen Aktivatat des niclit translatierten 
s'-Bereichs verwendet werden. Die gewonnenen 
Expressions-Kassetten, die die nicht ubersetzte s'- 
Region verwenden, konnen in Pflanzen transfor- 
miert werden (s.o.), um ihre Funktionsfahigkelt mit 
einem heterologen Strukturgen (anders als der of- 
fene Leseraster des Wildtyps, der mit der nicht 
ubersetzten s'-Region assoziiert ist) sowie die 
Knollen- und Wundspezifitat zu prtifen. Auf diese 
Weise konnen spezifische Sequenzen, die fur die 
knollen- und wundspezifische Transkription notwen- 
dig sind, identifiziert werden. Expressions-Kasset- 
ten, die von besonderem Interesse sind, enthalten 
transkriptionale Initionsstellen der Protein-Inhibitor 
ll-Gene. 



Begriffe und Abkurzungen 

Abkurzungen 
bp = Basenpaare 

DNA = Desoxyribonukleinsaure, Trager der geneti- 
schen Information 

cDNA = Durch Reverse - Transkriptase hergestell- 
te Kopie einer mRNA mRNA = Messenger (Boten) 
- RibonukleinsSure T-DNA = Transfer-DNA (auf 
dem Ti-Plasmid von Agrobacterium tumefaciens lo- 
kalisiert) 

Begriffe 

blunt-ends = DNA-Enden. In denen beide DNA- 
Strange xakt gleich lang sind. 



chewing-back = enzymatische Entfernung von Nu- 
kleotiden eines ONA-Stranges. der langer als der 
komplementare Strang eines DNA-MolekDIs ist. 
Elektrophorese = bioch misches Trennverfahr n 
5 zur Trennung von Proteinen und Nuklelnsauren 
nach OroB und Ladung. 

Endonuklease = Enzym. das unabhangig vom Ket- 
tenende spaltet. 

Exonuklease = Enzym, das nur am Ende einer 
70 Polynukleotidkette angreifen kann. 

Expression = Aktivitat eines Gens. 

Gen = Erbfaktor; eine Einheit des Erbguts, Trager 

der Teilinformation fQr ein bestimmtes Merkmal. 

Gene bestehen aus Nuklelnsauren (z.B. DNA, 
75 RNA). 

Genom = Gesamtheit der auf den Chromosomen 

der Zelte lokalisierten Gene. 

Genom-Sequenz = DNA-Sequenz des Genoms, 

wobei drei hintereinanderllegende Nukleotidbasen 
20 (Triplett) ein Codon bilden, welches wiederum fur 

eine bestimmte Aminosaure kodiert. 

RNA-Splicing = ein Gen liegt nicht imm r als 

kolineare Einheit vor, sondern kann nichtkodier nd 

Sequenzen (Introns) enthalten, die aus der mRNA 
25 herausgespalten (Splicing) werden mussen. 

heterologe(s) Gen(e) oder DNA = Fremd-Gen oder 

Fremd-DNA 

homologe(s) Gen(e) oder DNA = Gen oder DNA 
stammt aus der gleichen Spezies. 

30 Klenow-Enzym = durch Spaltung mit Subtilisin er- 
haltenes 76.000 D groiSes Fragment der DNA-Poly- 
merase I. Besitzt 5 - 3' Polymerase -und 3' - 
s'Exonuclease-Aktivitat, aber nicht die s' - 3' - 
Exonuklease-Aktivltat des Hotoenzyms. 

35 Klon = Zellpopulation. die von einer einzig n Mut- 
terzelle stammt. Die Nachkommen sind genot- 
ypisch gleich. Durch Klonierung kann die Einheit- 
lichkeit von Zellinien noch gesteigert werden. 
Ligation = enzymatische Bildung einer Phospho- 

40 diesterbindung zwischen 5 -Phosphatgruppen und 
3'-Hydroxylgruppen der DNA. 
Linker.Polyiinker ~ synthetische DNA-Sequenz, die 
eine oder mehrere (Polylinker) Restriktionsschnitt- 
stellen in unmittelbarer Reihenfolge enthalt. 

45 Northern Blots, Southern Blots = Transf r und 
Fixierung elektrophoretisch aufgetrennter RNA Sou- 
thern Blots Oder DNA auf eine Nitrozellulose- od r 
Nylonmembran. 

Phanotyp = Summe der Merkmale, die in inem 
50 Organismus im Gegensatz zu seiner Genausstat- 
tung (Genotyp) ausgepragt ist. 
Plasmid = zusatzlicher. extrachromosomaler DNA- 
Erbtrager in Bakterienzelten (evtl. auch in Eukary- 
onten), der sich unabhangig vom Bakterienchromo- 
55 som redupliziert. Das Plasmid kann in andere 
Wirts-DNA integriert werden. 
Primer = StarstOck; Polynukleotidstrang, an dem 
weitere Nukleotide angehangt werden konnen. 
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Promotor = Kontrolls qu nz der DNAExpression, 
die die Transkription homoioger oder heterologer 
DNA-Gen-Sequenzen gewahrleistet. 
Regulator-Proteine = Prot ine. die mit DNA in 
Wechselwirkung stehen und die Genexpression 
steuern. 

Replikation = Verdopplung der DNA-Sequenz 
Restriktionsenzyme = Restriktionsendonukleasen, 
die eine Untergruppe der Endodesoxyribonuklea- 
sen sind {z.B. EcoRI (Spezifitat GIAATTG und Eco- 
RlliCC(T ) GG. aus E.coli). zeichnen sich durch eine 
liohe Spezifitat der Substraterkennung aus (1= 
Spaltstelle). 

Restriktionsstellen = Spaltstellen. die spezifisch 
durch Restriktionsenzyme erzeugt werden. 
Termination = letzte Stufe der Protein- bzw. der 
RNA-Syntliese. 

Transformation = Einfugung exogener DNA eines 
Bakterienstammes in eine Empfangerzelle. 
Transkription = Uberschreibung der auf der DNA 
enthaltenen genetischen Information auf eine RNA. 
Translation = Ubersetzung der genetischen Infor- 
mation, die in Form einer linearen Abfolge von 
Basen in Nukleinsauren gespeichert ist. Das Pro- 
dukt der Ubersetzung ist ein Polyeptid. das aus 
einer Abfolge von Aminosauren besteht. 
Transition = Basenpaaraustausch: Purin-Pyrimidin 
zu Purin-Pyrimidin, z.B. A-T durch G-C 
Transversion = BasenpaaraustauschTPurin-Pyri mi- 
din zu Pyrimidin-Purin. z.B. A-T durch T-A 
Deletion = Entfernung eins oder mehreren Basen- 
paare 

Insertion = Einbau elns oder mehrerer Basenpaa- 
re; 

Transition, Transversion, Deletion und Insertion 
sind Punktmutationen. 

Transposom = eine Einheit, bestehend aus 
Resistenzgen(en) und zwei IS-Elementen (IS = 
integrated segments) 

IS-Elemente oder IS-Sequenzen sind DNA-sequen- 
zen, die die Expression benachbarter Gene bein- 
flussen konnen, Deletionen induzieren konnen und 
die Eigenart besitzen, sich in das Bakteriengenom 
an verschiedenen Stellen ein- und auch wieder 
auszubauen. 

Vektoren = wirtsspezifische, replizierfahige Struk- 
turen, die Gene aufnehmen und diese auf andere 
Zellen ubertragen. Plasmide konnen als Vektoren 
benutzt werden. 

Am 16.12.1988 wurde bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen (DSIVI) in Braun- 
schweig, Bundesrepublik Deutschland. folgender 
Mikroorganismus hinterlegt 
(Hinterlegungsnummer): 

Agrobacterium tumefaciens A.tum. M 14, ent- 
halt nd den Vektor pM 14 (DSM 5088) 



B schreibung der Abbildung 



Abb. 1 

5 

Zeigt den Vektor pM 14, auf dem die 3,4 kb 
lange EcoRI/HindlH-ONA-Sequenz lokalisiert ist. 
Diese DNA-Sequenz enthalt das 1.3 kb lange 
Scal/Hindlll-Fragment des Proteinase-lnhibitor II- 

70 Promoters, das 1 .8 kb lange BamHI/Ssti-Fragment 
der ^^-Glucuronidase und das 0,26 kb tange 
Sphl/Sphl-Fragment des Proteinase-lnhibitor II. Es 
sind ferner die Schnittstellen sowie die Stelle des 
Transkriptionsstarts eingetragen. 

IS Zum besseren Verstandnis der dieser Erfin- 
dung zugrundeliegenden AusfGhrungsbeispiele wird 
vorab eine Aufstellung aller fur diese Versuche 
notwendigen und an sich bekannten Verfahren ge- 
geben: 

20 

1 . Klonierungsvektoren 

Zur Klonienjng wurden die Vektoren pUCl8/19 
25 und M13mp18/19 (Yanisch-Perron et al., Gen 
(1985), 33, 103-119) benutzt. 

Fur die Pflanzentransformation wurden die 
Genkonstruktionen entweder in den intermedlar n 
Vektor pMPKIIO (Eckes. Ooktorarbeit (1985) - 
30 Standort der Arbeit - Universitatsbibliothek Koln) 
Oder den binaren Vektor BIN19 (Sevan, Nucl. 
Acids. Res. (1984). 12. 8711-8720) kloniert. 



35 2. Bakterienstamme 

Fur die pUC- und Ml 3- Vektoren wurden die 
E.coli-Stamme BMH71-18 (Messing et al.. Proc. 
Nat. Acad. Sci. USA (1977). 24. 6342-6346) Oder 

40 TBI benutzt. Fur die Vektoren pMPKIIO und 
BIN19 wurde ausschliejSiich der Stamm TBI be- 
nutzt. TBI ist ein Rekombinations-negatives. 
Tetracyclin-resistentes Derivat des Stammes 
JM101 (Yanisch-Perron et al., Gene (1985). 33. 

45 103-119). Der Genotyp des TBI-Stammes ist (Bart 
Barrel, pers. Mitteilung): P (traD36. proAB, laci, 
lacZAMIS), A(lac. pro). SupE, thiS. recA. 
Sr1::Tn10(Tc'*). 

Als Helferstamm fur den konjugativen Transfer 

so der pMPK-Plasmide aus den TBI -Zellen in Agro- 
bacterium tumefaciens diente der Exoli-Stamm 
GJ23 (Van Haute et al., EMBO J. (1983), 2. 411- 
417). 

Die Pflanzentransformation wurde mit Hilfe der 
55 Agrobact rium tumefaciens-Stamme GV3850Kan 
(Jones et al., EMBO J. (1985), 4, 2411-2418, 
pMPK-Plasmid) bzw. GV2260 (Deblaere et al., 
Nucl, Acids Res, (1985). 13. 4777-4788; Bin19- 
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Oerivate) durchgefUhrt. 



Medien: 

YT-Medium: 0.5 % Hefe-Extrakt. 0.5 % NaCI. 0.8 

% Bacto-Trypton, evtl. 1 ,5 % Agar 

YEB-Medium: 0.5 % Rindfleisch-Extrakt, 0.1 % 

Hefe-Extrakt, 0.5 % Pepton. 0,5 % Saccharose, 2 

mM MgS04. evtl. 1,5 % Agar 

MS-Medium: nach Murashige und Skoog 

(Physiologia Plantarum (1962). 15., 473-497) 

3. Konjugation in bzw. Transformation von Agro- 
bacterium tumefaciens 

Fur den Transfer der rekombinanten pMPK1 10- 
Plasmide wurden jeweils 20 ul einer unter Selek- 
'tion gewachsenen Ubernachtkultur der pMPKIIO- 
enthaltenden TBI-Zellen (50 ug/ml Spectinomycin 
und 25 ug/ml Streptomycin in YT-Medium), des 
Helferstammes GJ23 (10 ug/ml Tetracyciin und 25 
ug/ml Kanamycin in YT-Medien) und des Agrobac- 
terium tumefaciens-Stammes GV3850Kan (50 
ug/ml Erythromycin und 50 ug/ml Chloramphenicol 
in YEB-Medium) miteinander gemischt und auf ei- 
ner YEB-Agarplatte ohne Selektion Ober Nacht bei 
28 ' C inkubiert. Der hierbei entstandene Bakterien- 
rasen wurde dann auf YEB-Platten, die 50 ug/ml 
Chloramphenicol. 50 ug/ml Erythromycin, 
lOOug/ml Spectinomycin und 300 ug/ml Strepto- 
mycin enthielten. ausplattiert. Die nach 3taglger 
Inkubation bei 28 *C gewachsenen Kolonien wur- 
den nun bei gteicher Selektion auf YEB-Platten 
vereinzelt. Aus hierbei entstandenen Einzelkolonlen 
wurde die Gesamt-DNA isoliert, die nach geeigne- 
ter Restriktionsspaltung mit Hilfe von "Southern 
Blots" auf die Integration der rekombinaten DNA 
untersucht wurde. 

Bei Bin19-Derivaten erfolgte die Einfuhrung der 
DNA in die Agrobakterien durch direkte Transfor- 
mation nach der Methode von Holsters et al, (Mol. 
Gen, Genet. (1978), 163, 181-187). Die Plasmid- 
DNA transformierter Agrobakterien wurde nach der 
Methode von Birnboim und Doly (Nucl. Acids Res. 
(1979), 7, 1513-1523) isoliert und nach geeigneter 
Restriktionsspaltung gelelektrophoretisch aufge- 
trennt. 



4. Pfianzentransformation 

A) Tabak: 10 ml einer unter Selektion gewach- 
sen Ubernachtkultur von Agrobacterium tumefa- 
ciens wurden abzentrlfugiert. der Uberstand ver- 
worfen, und die Bakterien im gleichen Volumen 
Antlbiotika-frei n Mediums resuspendiert. In einer 
sterilen Petrischale wurden Btattscheiben steriler 



Pflanzen (ca. 1 cm^), denen die Mittelrippe entfemt 
wurde. in dieser Bakt riensuspension gebad t. An- 
schlieiSend wurden die Biattscheiben in Petrischa- 
I n. die MS-M dium mit 2 % Sacchrose und 0,8 % 
5 Bacto-Agar enthalten, dicht ausgelegt. Nach 
2tagiger Inkubation bei 25 * C im Dunkein wurden 
sie auf MS-Medium Ubertragen. w Ich s 100 mg/1 
Kanamycin, 500 mg/l Claforan, 1 mg/l Benzylami- 
nopurin (BAP), 0,2 mg/l Naphthylessigsaur (NAA) 

10 und 0.8 % Bacto-Agar enthielt Wachsende Spros- 
se wurden auf hormonfreies MS-Medium mit 250 
mg/l Claforan OberfUhrt und auf Nopaiing halt ge- 
pruft (Otten et al., Biochimica et Biophysica Acta 
(1978). 527, 497-500). Positive Spross wurd n 

75 nach Wurzelbildung in Erde uberfOhrt. 

B) Kartoffel: 10 kleine. mit einem Skalpell ver- 
wundete Blatter einer Kartoffel-Sterilkultur wurden 
in 10 ml MS-Medium mit 2 % Saccharose gelegt. 
welches 30-50 ul einer unter Selektion gewachse- 

20 nen Agrobacterium tumefaciens-Ubernachtkultur 
enthielt. Nach 3-5 minutigem. leichtem SchUtt In 
wurden die Petrischalen bei 25 'C im Dunkein 
inkubiert. Nach 2 Tagen wurden die Blatter auf MS: 
Medium mit 1.6 % Glukose, 2 mg/l Zeatinribose, 

25 0.02 mg/l Naphthylessigsaure, 0,02 mg/l Giberellin- 
sMure, 500 mg/l Claforan, 50 mg/l Kanamycin und 
0,8 % Bacto-Agar ausgelegt. Nach einwochiger 
Inkubation bei 25 * C und 3000 Lux wurde die 
Claforankonzentration im Medium um die Halft 

30 reduziert. 



5, Analyse genomischer DNA aus transg n n 
Pflanzen 

Die Isolierung genomischer Pflanzen-DNA er- 
folgte nach Rogers und Bendich (Plant Mol. Biol. 
(1985). 5. 69-76). 

Fur die DNA-Analyse wurden 10r20 ug DNA 
40 nach geeigneter Restriktionsspaltung mit Hilfe von 
"Southern Blots" auf Integration der zu untersu- 
chenden DNA-Sequenzen untersucht. 

45 6. Analyse der Gesamt-RNA aus transgenen Pflan- 
zen 

Die Isolierung pfianzlicher Gesamt-RNA erfolg- 
te nach Logemann et al. (Analytical Biochem. 
50 (1987). 163, 16-20). 

Fur die Analyse wurden je 50 ug Gesamt-RNA 
mit Hiife von Northern Blots auf die Anwesenh it 
der gesuchten Transkripte untersucht. 

55 

7. CAT-T st 

Die Aktivitat der Chloramphenicol-Acetyltrans- 
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f rase (CAT) in transgegen Pflanzen wurde nach 
Colot et al. (EMBO J. (1987). 6. 3559-3564) durch- 
gefOhrt. Die Bradford-Prot inbestimmung rfolgte 
jedoch vor der Hitzebehandlung (75 *C. 10 min.) 
des Extraktes. FOr die Bestimmung der CAT-Aktivi- * 
tat wurde eine Menge des hitzebehandelten Extrak- 
tes eingesetzt. die einem Proteingehait von 500 ug 
des gemessenen Extraktes entsprach. 



8. GUS-Test 

Die Aktivitat der /J-Glucuronldase (GUS) in 
transgenen Pflanzen wurden nach der Methode von 
Jefferson (Plant Mol. Biol. Rep. (1987). 5. 387-405) 
bestimmt. Die Proteinbestimmung erfolgte wie 
beim CAT-Test nach Bradford (Anal. Biochem. 
(1976), 72, 248-254), Fur die Bestimmung der 
GUS-Aktlvitat wurden 50 ug Protein eingesetzt. die 
Inkubation erfolgte bei 37 * C fUr 30 Minuten. 

Die nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele ertau- 
tenn die Isolierung und Identifizierung sowie die 
Funktion und Ven^^endung des wundinduzierbaren 
und knollenspezifischen proteinase- Inhibitor ll-Pro- 
motors aus Kartoffelknollen. 



Ausfuhrungsbeisplel 1 

Kionierung und Strukturanalyse eines 
Proteinase-lnhibitor ll-Gens aus Solanum tubero- 
sum 

cDNA-Klone. die fur den Proteinase-lnhibitor II 
der Kartoffel kodieren. wurden aus der Kartoffel- 
Varietat "Berolina" isoliert und sequenziert 
(Sanchez-Serrano et aL, Mol. Gen. Genet (1986), 
203, 15-20). Diese cDNA-Klone dienten dazu, einen 
homologen, genomischen Proteinase-lnhibitor II- 
Klon aus der monohaploiden Kartoffeliine AM 
80/5793 (Max-Planck-lnstitut fOr Zuchtungsfor- 
schung, Koln) zu isolieren; durch Restriktions- und 
Sequenzanalyse wurde die genaue Struktur des 
Gens bestimmt, ferner konnte der Transkriptions- 
sart durch RNase-Verdauung eines SP6-Antisense- 
RNA/mRNA-Hybrids ermlttelt werden (Keil et a!., 
Nucl. Acids Res (1986). 14. 5641-5650). 



AusfOhrungsbeispiei 2 

. Identifizierung der fUr die Wundinduzierbarkelt 
des Proteinase-lnhibitor ll-Gens verwortlichen regu- 
latorischen Bereiche 

Es konnte gezeigt werden, dai3 das isolierte 
Proteinase-lnhibitor ll-Gen (s. AusfOhrungsbeispiei 
1) in transgenen Wisconsin 38-Tabakpflanzen, die 
selber keine zum Proteinase-lnhibitor ll-Gen homo- 
logen Sequenzen enthalten, durch Verwundung in 



Blattern und im Steng I induzierbar ist (Sanchez-. 
Senrano t al.. EMBO J. (1987). 6. 303-306). Das 
DNA-Fragm nt, welches dab i in di Pflanz n ein- 
gefuhrt worden ist, reicht von einer EcoRI-Restrik- 

5 tionsschnittstelle. di sich ca. 3 kb 5 vor dem 
Transkriptionsstart des Proteinase-lnhibitor ll-Gens 
befindet, bis zu einer EcoRI-Schnittstelle, die ca. 
1,5 kb 3 hinter der vermutlichen Polyadenylie- 
rungsstelle lokalisiert ist. 

10 In einem anderen Experiment wurde das 
Proteinase-lnhibitor ll-Gen nach Deletion des einzi- 
gen Introns durch Austausch der Intron-enthalten- 
den genomischen Sequenzen durch die entspre- 
chenden cDNA-Sequenzen in Tabak (Wisconsin 

75 28) eingefuhrt. In diesem Fall wurde eine Hindll- 
Schnittstelle 1,5 Kb 5 vor dem Transkriptionsstart 
benutzt. die EcoRI-Schnittstelle 1,5 Kb 3' hinter 
dem Gen wurde beibehalten. Die Analyse der 
mRNA der mit dieser Konstruktion erhalten n 

20 transgenen Tabakpflanzen ergab eine Wundindu- 
zierbarkelt des intronlosen Proteinase-lnhibitor ll- 
Gens, die mit der des entsprechenden intronhalti- 
gen Gens vergleichbar ist. So scheint das Intron 
des Proteinase-lnhibitor ll-Gens keine fur die 

25 Wundinduzierbarkelt notwendigen, regulatorischen 
Elemente zu enthalten. 



AusfOhrungsbeispiei 3 
30 "* 

Promotor-Deletionskonstruktionen 

Von den Ergebnissen aus AusfOhrungsbeispiei 
35 2 ausgehend wurden chimare Konstruktionen von 
durch Exonuklease Ill-Verdauung erhaltenen 
Deletions- als auch Restriktionsfragmenten des 
Proteinase-lnhibitor ll-Gens mit dem bakteriellen 
Chloramphenicol-Acetyltransferase-Gen (CAT) und 
40 der 3'-Region des Proteinase-lnhibitor ll-Gens her- 
gestellt. 

Die Deletionsfragmente stammen aus der Se- 
quenzanalyse des Proteinase-lnhibitor ll-Gens. Sie 
wurden mit Hilfe einer EcoRI-Schnittstelle, die sich 

45 5 vor den entsprechenden Promotordeletionen im 
Polyltnker des Phagenvektors M13mp19 befindet. 
und einer Scal-Schnittstelle 32 bp 3' vom Trans- 
kriptionsstart und 18 bp 5' vom ATG-Startkodon 
des Proteinase-lnhibitor ll-Gens in den EcbRI/Smal- 

60 gespaltenen intermediaren Vektor pMPKIIO klo- 
niert. Die auf diese Weise erhaltenen Promotorfrag- 
mente hatten eine Lange von 700. 514, 210 und 
150 bp 5' vom Transkriptionsstart des Proteinase- 
lnhibitor ll-Gens. 

55 Als Restriktionsfragment di nte einerseits ein 
Fragment, das von ein r Hindlll-Schnittstelie 1 ,3 kb 
5' vor dem Transkriptionsstart bis zu der oben 
erwahnten Scal-Schnittstelle reicht (pM 11), als 
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auch ein 441 bp langes Sspl/Scal-Fragment der 
Promotorr gion, die jew ils in die Smal-Schnittstel- 
le von pMPKIIO l<loniert wurden. Die Hlndlll- 
Schnittstelle des ersten Fragm ntes muBte dazu 
zuerst mit T4-DNA-Polymeras aufgefOllt werden. 

Das CAT-Gen wurd als 800 bp langes BamHI- 
Fragment (Vetten et aL, Nucl. Acids Res. (1985). 
13, 6981-6998) jeweils 3' hinter die Promotorfrag- 
mente des Proteinase-lnhibrtor ll-Qens in die 
BamHI-Schnittstelle des Poly linkers von pMPKIIO 
kloniert. 

Als Polyadenylierungssignal .wurde das mit 
Sphi-Unkern versehene 260 bp lange Rsal/Sspl- 
Fragment des Proteinase-lnhibitor ll-Gens in die 
entsprechende Restriktionsschnittstelle des Polylin- 
kers von pMPKIIO kloniert. Die Rsai-Schnittstelle 
befindet sich .11 bp vor dena TGA-Stopkodon. die 
Sspl-Sclinittstelle befindet sich 74 bp 3' hinter der 
Polyadenylierungsstelle des Proteinase-lnhibitor II- 
Gens. 

Diese Konstruktion wurde mit Hilfe des Agro- 
bacterium tumefaciens-Tranformationssystems in 
die Tabak-Varietat Wisconsin 38 eingefOhrt. Von 
den erhaltenen transgenen Tabakpflanzen wurden 
jeweils nicht-verwundete und verwundete Blatter 
auf die Anwesenheit von CAT-mRNA bzw. auf die 
Aktivitat des CAT-Enzyms getestet. Die Ergebnisse 
zeigen, dai3 fur die maximale Wundinduzierbarkeit 
der Bereich von 700 - 1300 bp s' vor.dem Trans- 
kriptionsstart notwendig ist (pM 11). Nach Deletion 
dieses Bereiches ist, wenn Gberhaupt. nur eine 
sehr schwache Wundinduzierbarkeit zu beobach- 
ten. Interssanterweise konnte keine GAT-Aktivitat 
mit einer Konstruktion beobachtet werden, die zwar 
den gesamten Promoter des Proteinase-lnhibitor ll- 
Gens bis 1500 bp s' vor dem Transkriptionsstart 
besa5, aber nicht das s'-Ende des Proteinase-lnhi- 
bitor ll-Gens. Anstelle dessen wurde in dieser Kon- 
struction 3' hinter dem Promoter ein 1000 bp lan- 
ges Sail-Fragment in die entsprechende Schnitt- 
stelle des pMPKHO-Polylinkers kloniert, welches 3' 
hinter dem CAT-Gen das Polyadenylierungssignal 
des Gens 7 der T-DNA von Agrobacterium tumefa- 
ciens enthalt (Velten et al., Nucl. Acids Res. 
(1985), 13, 6981-6998). Dieses Polyadenylierungs- 
signal ist in Pflanzenzellen funktional. 

Somit laflt sich zusammenfassen, da5 die regu- 
latorischen Bereiche des Proteinase-lnhibitor ll- 
Gens auch in Kombination mit einem heterologen, 
bakteriellen Gen. in diesem Fall der 
Chloroamphenicol-Acetyltransferase, in spezifischer 
Weise funktionieren. Fur maximale Wundinduzier- 
barkeit des chimaren Gens ist ein Enhancer notj 
wendig, der sich im Bereich von 700 - 1300 bp 5 
vor dem Transkripsionsstart befindet als auch ein 
260 bp lang s Fragment der 3 -Region des 
Proteinase-lnhibitor ll-Gens, welches sich bis 74 bp 
3' hinter die Polyadenylierungsst lie erstreckt. 



AusfOhrungsbeispiel 4 

Fusionen eines Proteinase-lnhibitor ll-Promotor- 
fragments mit einem heterologen Promoter 
6 Sollte der Proteinase-lnhibitor ll-Promotor tat- 

sachlich inen Enhancer enthalten, mUCte dieser in 
der Lage sein. einen inaktiven Promotor, der ledig- 
lich die TATA- und CAAT-Steuerelemente enthSIt, 
zu aktivieren. 

70 Dazu wurde zunachst eine CAT-Konstruktion 

mit einem inaktiven Promotor hergestellt Der In 
Pflanzenzellen konstitutiv und sehr stark exprimier- 
te 35 S-Promotor des Cauliflower Mosaikvirus wur- 
de als 550 bp langes EcoRI/Kpnl-Fragment in die 

IS entsprechenden Restriktionsschnittstellen vor das 
1000 bp lange Sail-Fragment des CAT-Gens mit 
dem Gen 7-Polyadenylierungssignal in pUC18 klo- 
niert (pDHCATI). Die KpnI-Schnittstelle befindet 
sich an Position +10 bezuglich des Transkriptions- 

20 starts des 35 S-Promotors. Die EcoRV-Schnittstell 
an Position -90 bezuglich des Transkriptionsstarts 
des 35 S-Promotors und die Hincll-Schnittstelle 3' 
hinter dem Gen 7-Polyadenylierungssignal wurd 
ausgenutzt, um das resultierende (-90)- 

25 35S/CAT/g7pA-Fragment in die Hincll-Schnittstelle 
von pMPKIIO zu klonieren (pMP35SCAT1). Dazu 
war eine Partialverdauung von pDHCATI mit Hindi 
notwendig. da 5 vor dem CAT-Gen eine zweit 
Hincll-Schnittstelle vorhanden ist. die ungespalten 

30 bleiben mu/Jte. Um die S vor dem (-90)35 S- 
Promotor localisierte Smal-Schnittstelle fUr di In- 
sertion von DNA-Fragmenten benutzen zu konn n, 
wurde die Smal-Schnittstelte unmittelbar 5 vor 
dem CAT-Gen eliminiert. Dazu wurde pMP(-90)- 

35 35SCAT1 mit Sail gespallen, die Schnittstelie mit 
Klenow-Enzym aufgefiillt, und anschliei3end mit 
PstI gespalten. Die Ligation mit Smai/Pstl-gespalte- 
nem pDHCATI ergab pMP(-90)35SCAT10, in d m 
die Sail- und die Smal-Schnittstellen. die sich zwi- 

40 schen dem (-90)35 S-promotor und dem CAT-Gen 
befinden, fusloniert und somit nicht mehr benutzbar 
sind. Diese Konstruktion wurde in Wisconsin 38- 
Tabakpflanzen eingefUhrt; in den dadurch erhalte- 
nen transgegen Pflanzen konnte weder in nicht- 

45 verwundeten noch in verwundeten Blattern ein 
Aktivitat des (-90)35 S-Promotors nachgewi sen 
werden. 

Um die Frage beantworten zu konnen, ob der 
Proteinase-lnhibitor ll-Promotor diesen inaktiv n (- 

50 90)35 S-Promotor aktivieren kann, wurde ein bei 
der Sequenzanalyse des Proteinase-lnhibitor ll- 
Gens resultierendes, in M13mp19 kloni rtes Dele- 
tionsfragment 5' vor diesen Promotor kloniert. Das 
Deletionsfragment. welches von Position -195 bis 

55 -1300 bezOglich des Transkriptionsstarts des 
Proteinase-lnhibitor ll-Gens reicht, wurde durch 
eine EcoRI/Hindlll-Spaltung aus dem M13mp19- 
Vektor herausgespalten. Nach AuffOllen der 
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Schnitttellen mit T4-DNA-Polymeras wurde dieses 
Fragment in die Smal-Schnittstelle von pMP(-90)35 
SCAT10 insertiert. Die resultierenden Vektoren 
pM21 und pM22 enthalten des Promotorfragm nt 
d s Proteinase-Inhibitor ll-Gens in beiden Orientie- 5 
rungen. 

Die Analyse der mit diesen Konstaiktionen er- 
haftenen transgenen Tabakpflanzen ergab sowohl 
im Northern Blot als auch im CAT-Test eine deutli- 
che Wundinduzlerbarkeit des CAT-Gens in Blat- io 
tern. 

Dieses Resultat zeigt, daJ5 der Proteinase-lnhi- 
bitor ll-Promotor tatsachlich einen Enhancer be- 
sitzt der in beiden Orientierungen einen inaktiven 
Promoter spezifisch aktivieren kann. Femer wird . is 
deutlich, da5 der der Bereich von +32 bis -195 
des Proteinase-lnhibitor ll-Gens nicht fur die Wund- 
induzierbarkeit notwendig ist. Interessantenveise ist 
in der Kombination des (-1300/-195)-Promotorfrag- 
ments des Proteinase-lnhibitor ll-Gens mit dem (- 20 
90)35 S-Promotor die 3'-Region des Proteinase- 
lnhibitor ll-Gens nicht notwendig, um Wundinduzir- 
barkeit des CAT-Gens zu erhalten, wie es fur den 
gesamten Proteinase-lnhibitor ii-promotor von Posi- 
tion -1300 bis +32 bezugiich des Transkriptions- 25 
starts zutrifft. 



Ausfiihrungsbeispiel 5 

30 

Fusionen der regulatorischen Bereiche des 
Proteinase-lnhibitor ll-Gens mit einem anderen bak- 
teriellen Gen 

Um zu zeigen, dai3 die regulatorischen berei- 
che des Proteinase-lnhibitor ll-Gens auch in Kombi- 35 
nation mit anderen Genen funktionieren, wurde ne- 
ben der Fusion mit dem Gen fur die bakterielle 
Chloramphenicol-Acetyltransferase eine Fusion mit 
dem Gen, welches fur die bakterielle fi-Glucuroni- 
dase (GUS) kodiert, konstruiert. 40 

Das G US-Gen wurde zunachst auch dem Vek- 
tor pBIIOI (Jefferson et al., EhABO J. (1987), 6. 
3901-3907). zusammen mit dem Polyadenylie- 
rungssignal des Nopatinsynthase-Gens (Nos) von 
Agrobacterium tumefaciens, durch eine 45 
EcoRI/Smal-Spaltung ausgeschnitten und nach 
Klenow-Auffullung der Restriktionsschnittstellen in 
die Hincll-Schnittstelle von pUC18 kloniert (pGUS; 
Meike Koster, pers. Mitteilung). 

Durch eine BamHl/Pstl-Spaltung wurde das so 
CAT-Gen aus pM1 1 herausgespalten. Ansteile des- 
sen wurde in den Vektor ein 1800 bp langes 
BamHI/Sstl-Fragment aus dem Plasmid pGUS, wel- 
ches das Gen fOr die ^-Glucuronidase ohn das 
Nos-3'-End enthalt. ligiert. Dazu muflten die PstI- 55 
und die Sstl-Schnittstellen vorher mit T4-DNA-Poly- 
merase aufgefullt werden, Der resultierende Vektor 
pM14 (s. Abb. 1) enthalt nun das GUS-Gen 3 



hinter dem Proteinase-lnhibitor ll-Promotor und 5' 
vor dem 3'-Ende des Proteinase-lnhibitor ll-G ns 
(s. Abb. 1). Da di Kartoffeltransformation mit dem 
binaren Vektorsyst m w itaus effizienter als mit 
interm diaren Vektor n funktioniert, wurde dieses 
chimare Gen als 3,4 kb langes EcoRI/Hindlll-Frag- 
ment in die entsprechenden Schnittstellen des bi- 
naren Vektors BIN19 umkloniert (pS9). Diese Kon- 
struktionen wurden nun sowohl in Tabak Wisconsin 
38 (pt^14) als auch in die KartoffelvarietSt Berolina 
(pS9) eingefuhrt. 

Die Analyse der erhaltenen transgenen Tabak- 
und Kartoffelpflanzen anhand von Northern Blots 
ergab eine deutliche Aktivitat des GUS- Gens in 
verwundeten Slattern, wahrend in nicht-verwunde- 
ten Blattern keine oder nur eine geringe Aktivitat 
des GUS-Gens nachgewiesen wurden konnte. Die 
Analyse der mRNA und der GUS- Aktivitat in Kartof- 
felknolten ergab interessanten^/eise eine ca. 10 fach 
hohere Aktivitat des Gens im Vergleich zu der in 
verwundeten Blattem. Somit beinhaltet der 
Proteinase-lnhibitor ll-Promotor nicht nur die Steu- 
erelemente fur die Wundinduktion, sondern auch 
solche fur eine Expression in Kartoffetknollen. 



Ausfuhrungsbeispiel 6 

Expression von Genen, die fur toxische Protei- 
ne kodieren, unter der Kontrolle der regulatorischen 
Bereiche des Proteinase-lnhibitor ll-Gens - 

Eine Anwendung der regulatorischen Bereiche 
des Proteinase-lnhibitor ll-Gens ist die wundspezifi- 
sche Expression von toxischen Proteinen in Slat- 
tern zur Abwehr von Pfianzenschadlingen wie In- 
sekten oder bestimmten Mikroorganismen. Des 
halb wurde ein Gen, welches fur das toxische Thio- 
nin kodiert, unter die Kontrolle des Proteinase-lnhi- 
bitor ll-Promotors gestellt. Thionine werden norma- 
len^eise im Endosperm verschiedener Getreide, 
aber auch in Blattern von Gersten-Keimlingen ex- 
primiert (Bohlmann und Apel. MGG (1987), 207, 
446-454). Unter der Kontrolle des Proteinase-lnhibi- 
tor ll-Promotors konnte dagegen in transgenen Ta- 
bakpflanzen eine wundspezifische Akkumulatton 
der Thionin-mRNA in Blattern nachgeweisen wer- 
den. 



AnsprUche 

1. Agrobakterien, enthaltend eine DNA-Se- 
quenz einer Expressions-Kassette, auf der die re- 
gulatorischen Regionen fUr die wundinduzierbar 
transkriptionate R gulation im Stengel und in Blat- 
tern sowie f(Jr die konstitutive transkriptionale Re- 
gulation in der Kartoffelknolle lokaiisiert sind. 

2. Agrobakterien gemad Anspruch 1, dadurch 
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gekennzeichnet. dafl es sich urn Agrobacterium 
tumefaciens handelt. 

3. Agrobacterium tumefaciens gemafl Anspruch 

2. dadurch gekennzeichnet. daj3 die DNA-Sequenz 
der Expressions-Kassette aus dem 3.4 kb langen 
EcoRI/HindHI-Fragment best ht- 

4. Agrobacterium tumefaciens gemajS Anspruch 

3. dadurch gekennzeichnet. dafi in der DNA-Se- 
quenz der Expressions-Kassette die Sequenz eines 
Proteinase-lnhibitor ll-Gens enthalten ist. 

5. Agrobacterium tumefaciens gema/J Anspruch 

4. dadurch gekennzeichnet. daiJ das Proteinase- 
Inhibitor ll-Qen aus Solanum tuberosum ist. 

6. Agrobacterium tumefaciens gemafi Anspruch 
3, dadurch gekennzeichnet, daj5 in der DNA-Se- 
quenz das 0.26 kb lange Sphl-Sphl-Fragment der 
proteinase-lnhibitor li-Region enthalten ist. 

7. Agrobacterium tumefaciens gemafl Anspruch 
3. dadurch gekennzeichnet, da^ in der DNA-Se- 
quenz ein Proteinase-lnhibitor ll-Promotor enthalten 
ist. 

8. Proteinase-lnhibitor ll-Promotor gemaiS An- 
spruch 7. dadurch gekennzeichnet, daiS er aus dem 
1.3 kb langen Schal/Hindlll-Fragment besteht. 

9. Vektor pM 14, bestehend aus einer 8,1 kb 
langen DNA-Sequenz. 

10. Vektor pM 14 gema/3 Anspruch 9, dadurch 
gekennzeichnet. da5 er das 3.4 kb tange 
EcoRI/Hindlll-DNA-Fragment enthalt. 

11. Vektor pM gemaiS Anspruch 10. dadurch 
gekennzeichnet. dai3 in dem DNA-Fragment das 
1 ,3 kb lange Scal/Hindlll-Fragment der Promoton^e- 
gion, das 1 ,8 kb lange BamHI/Sstl-Fragment des B- 
Glucuronidase Gens und das 0.26 kb lange 
Sphi/Sphl-Fragment der Proteinase-lnhibitor ll-Re- 
gion enthalten ist. 

12. Vektor pM 14 gema/3 Anspruch 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB das j3-Glucuronidase-Gen 3^ 
hinter dem Proteinase-lnhibitor ll-Promotor und 5 
vor dem 3'-Ende des Protinase-lnhibitor ll-Gens 
lokalisiert ist. 

13. Vektor pM 14 gema3 Anspruch 9. dadurch 
gekennzeichnet, daB er in Agrobacterium tumefa- 
ciens enthalten ist. 

14 Ein pflanzliches Genom. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich um das Genom der Kartoffel 
Oder des Tabaks handelt. 

15. Kartoffel gemaB Anspruch 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB sie eine DNA-Sequenz einer 
Expressions-Kassette, auf der die regulatorischen 
Regionen fUr die Wundinduzierbare transkriptionale 
Regulation im Stengel und in Blattern sowie fur die 
konstitutive transkriptionale Regulation in der Knolle 
lokalisiert sind, enthalt. 

16. Kartoffel gemSB Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB in der DNA-Sequenz der 
Expressions-Kassette die Sequenz eines 
Proteinase-lnhibitor ll-Gens enthalten ist. 



17. Kartoffel gemaB Anspruch 15. dadurch g - 
k nnzeichnet, daB in der DNA-sequ nz das 0.26 kb 
lange Sphl/Sphl-Fragment der Prot inase-lnhibitor 
ll-Region enthalten ist. 
5 18. Kartoffel gemaB Anspruch 15, dadurch. g - 

kennzeichnet. daB in der DNA-Sequenz in 
Proteinase-lnhibitor ll-Promotor enthalten ist. 

19. Proteinase-lnhibitor ll-promotor, gemaB An- 
spruch 18. dadurch gekennzeichnet, daB er aus 

70 dem 1.3 kb langen Scai/Hindlll-Fragment besteht. 

20. Venwendung des Proteinase-lnhibitor ll- 
Gens fur die wundinduzierbare transkriptionale Re- 
gulation im Stengel und in Blattern sowie fur die 

• konstitutive transkriptionte Regulation in Knollen 
IS von Kulturpflanzen. 

21. Venvendung des Proteinase-lnhibitor ll- 
Gens gemaB Anspruch 20, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Kulturpflanze eine Tabakpflanze ist. 

22. Verwendung des Proteinase-lnhibitor II- 
20 Gens gemaB Anspruch 20. dadurch gekennzeich- 
net, daB die Kulturpflanze eine Kartoffelpflanze ist. 

23. Venvendung des Proteinase-lnhibitor ll- 
Gens fur die wundinduzierbare Expression von Ge- 
gen, die fOr toxische proteins in Blattern. Stengein 

25 und Knollen von Kulturpflanzen kodieren. 

24. Venvendung des Proteinase-lnhibitor ll- 
Gens gemaB Anspruch 23, dadurch gekennz ich- 
net, daB die Kulturpflanze eine Tabakpflanze ist. 

25. Venvendung des Proteinase-lnhibitor II- 
30 Gens gemaB Anspruch 23. dadurch gekennz ich- 

net, daB die Kulturpflanze eine Kartoffelpflanze ist. 

26. Venvendung des Proteinase-lnhibitor ll- 
Gens gemaB Anspruch 23. dadurch gekennzeich- 
net daB das exprimierende Gen fur das toxisch 

35 Protein Thionin kodiert. 

27. Verwendung des Proteinase-lnhibitor ll- 
Gens gemaB Anspruch 23, dadurch gek nnzeich- 
net, daB die toxischen Proteine zur Abwehr von 
Pflanzenschadlingen dienen. 

40 28. Verwendung des Proteinase-lnhibitor ll- 
Gens gemaB Anspruch 27. dadurch gekennzeich- 
net, daB die toxischen Proteine zur Abwehr von 
Insekten und Mikroorganismen dienen. 

29. Agrobacterium tumefaciens A.tum. M 14 

45 (DSM 5088). 
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